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RESUMEN

La Enfermedad de Krabbe (EK), es un desorden del metabolismo de esfingolipidos de herencia autosémica recesiva
causada por la deficiencia de B- galactosilceramidasa (B-Galsil) (E.C. 3.2.1.46), defecto enzimatico que causa un cua-
dro neurodegenerativo, hipertonia muscular y espasticidad, convulsiones, pérdida de la audicién y en un 85% de los
casos la muerte temprana, entre otros hallazgos.

La incidencia de la EK documentada para Estados Unidos y Europa es de 1:100.000 recién nacidos, pero estudios
recientes han demostrado valores mayores de 1:22.000 aproximadamente en New York. En América Latina los
informes son escasos, con reportes de tamizaje de alto riesgo en Brasil y casos aislados en México, ofreciendo un
panorama de subdiagnéstico importante, situacién a la que no es ajena Colombia, donde no hay en la literatura re-
ferentes a la enfermedad.

Se presenta entonces a la comunidad cientifica, un estudio de valores de actividad y de referencia para la enzima
B-Galactosilceramidasa leucocitaria, a partir de 259 muestras de 110 individuos sanos y 149 pacientes con compro-
miso neurodegenerativo (CND). La valoracién enzimatica involucré dos métodos (Colorimétrico y Fluorométrico) de
punto final que permitieron establecer un rango de referencia para B-Galsil en técnica Colorimétrica: 2,04 -14,93
nmol/mgprot/h y en técnica fluorométrica: 0,3 — 4,21 nmol/mgprot/h. El estudio de tamizaje permiti6 identificar
un paciente afectado con enfermedad de Krabbe quien presenté valores de actividad expresados en nmol/mgprot/h
de 1,85y 0,034, en forma correspondiente para las técnicas antes descritas. Un hallazgo final que permite validar
los dos métodos estandarizados para el diagnéstico de la enfermedad y establecer valores de referencia en poblacion
colombiana.

Palabras Claves: Enfermedad de Krabbe; Deficiencia de B- galactosilceramidasa; Enfermedades lisosomales.
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ANALYSIS OF B-GALACTOSILCERAMIDASE LEUKOCYTAL IN COLOMBIAN IN PATIENTS
WITH SUSPECT CLINIC OF KRABBE DISEASE, A HIGH - RISK SCREENING

ABSTRACT

Krabbe disease is a disorder of autosomal recessive sphingolipid metabolism caused by deficiency B-galactosylceramidase
(B-Galsil) (EC3.2.1.46), an enzymatic defect that causes a hurt neurodegenerative, muscular hypertonia and Spasticity,
convulsions, hearing loss and in 85% of cases early death, among other findings.

The incidence documented for “Krabbe disease” in the United States and Europe is 1:100.000 newborns, but recent
studies have shown values greater than 1:22.000 in New York. In Latin America, reports are limited, with reports of
high-risk screening in Brazil and isolated cases in Mexico, providing an important underdiagnosis scenario, a situation
that is not unknown in Colombia, where there is no literature on the disease.

A study of activity and reference values for B-galactosylceramidase enzyme leukocytal, was then presented to
the scientific community, from 259 samples from 110 healthy people and 149 patients with neurodegenerative
compromise. The enzymatic evaluation involved two methods (Colorimetric and Fluorometric) that allowed the
establishment of a reference range for B-Galsil in Colorimetric technique: 2.04-14.93 nmol/mgprot/h and in
fluorometric technique: 0.3-4.21 nmol/mgprot/h. The screening study allowed the identification of a patient with
Krabbe disease who presented activity values expressed in nmol/mgprot/h of 1.85 and 0.034, correspondingly to
the techniques described above. A final finding that allows to validate the two standardized methods for the diagnosis
of the disease and to establish reference values in Colombian population.

Keywords: Krabbe disease; deficiency of p-galactosylceramidase; Lysosomal Disease.

ANALISE DE B-GALACTOSILCERAMIDASE LEUKOCYTAL EM COLOMBIANO EM PACIENTES
COM SUSPEITA CLINICA DA DOENCA DE KRABBE, UMA BLINDAGEM DE ALTO RISCO

RESUMO

A doenca de Krabbe é uma desordem do metabolismo de esfingolipidos autossémicos recessivos causada pela
deficiéncia B-galactosilceramidase (3-Galsil) (EC 3.2.1.46), um defeito enzimatico que causa uma neurodegenerativa
relatério, hipertonia muscular e espasticidade, convulsdes, perda auditiva e em 85% Dos casos de morte precoce,
entre outros.

A incidéncia da doenga de Krabbe documentado para os Estados Unidos e na Europa é de 1:100.000 recém-nascidos,
mas estudos recentes tém mostrado valores maiores do que cerca de 1:22.000, em Nova York. Na América Latina,
os relatérios sdo escassos, com relatos de rastreio de alto risco no Brasil e casos isolados no México, proporcionando
um cenario importante subdiagndstico, a situacdo ndo é desconhecida em que a Colémbia, ndo ha literatura Onde
sobre a doenca.

Um estudo de atividade e valores de referéncia para a enzima B-galactosilceramidase leucocital, foi entdo apresentado
a comunidade cientifica, de 259 amostras de 110 individuos saudaveis e 149 pacientes com comprometimento
neurodegenerativo. A avaliagdo enzimética envolveu dois métodos (Colorimétrico e Fluorométrico) que permitiram
o estabelecimento de uma gama de referéncia para B-Galsil na técnica Colorimétrica: 2,04-14,93 nmol /mgprot/h
e na técnica fluorométrica: 0,3-4,21nmol/mgprot/h. O estudo de triagem permitiu a identificacdo de um paciente
com doenca de Krabbe que apresentou valores de atividade expressados em nmol / mgprot / h de 1,85 e 0,034,
correspondente ao das técnicas descritas acima. Uma concluséo final que valida os dois métodos padronizados para
o diagnéstico da doenca e estabelecer valores de referéncia na populacdo colombiano.
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Introduccién

La Enfermedad de Krabbe (EK), es un desorden de he-
rencia autosémica recesiva causada por la deficiencia
de D-galactosil-N-acilesfingosina galactohidrolasa (E.C.
3.2.1.46) (1,2), conocida cominmente como B- galac-
tosilceramidasa (B-Galsil) que en forma general causa un
deterioro neurolégico progresivo, regresién motora, hi-
pertonia muscular y espasticidad, convulsiones, irritabili-
dad, pérdida de la audicién y en un 85% de los casos la
muerte temprana. La enzima B-Galsil cataliza la hidrolisis
de galactoceramida en galactosa y ceramida (N-Acilesfin-
gosina), asi como la deacilacion de derivados galactosiles-
fingosina (psicosina) (Figura 1) y requiere como cofactor
para el proceso la Saposina A cuya alteraciéon también
puede generar la enfermedad (3).

GM1-Gangliosido

Analisis de la B-galactosilceramidasa leucocitaria

El bloqueo en la actividad catalitica, causa un proceso
acumulativo de galactoceramida y galactosilesfingosina
altamente téxico para el microambiente celular, debido
a que produce una desaparicién rapida de la mielina
que cubre los axones (sustancia blanca) y la destruccién
de las células formadoras de mielina (oligodendrocitos)
en el Sistema Nervioso Central (SNC), como también de
las células de Schwann o células gliales en el Sistema
Nervioso Periférico (SNP) (4,5). La lesién en los oligo-
dendrocitos produce una respuesta en las células gliales
llamada “gliosis reactiva” que ocasiona un cambio en la
morfologia de los astrocitos al aumentarlos de tamario y
pasandolos a una forma “fibrosa-reactiva”. También la
galactosilceramida puede infiltrar a los macréfagos for-
mando las “células globoides”, caracteristicos de la en-

fermedad (6).
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Figura 1. Ruta metabélica de degradacién de esfingolipidos. Se observan las vias metabélicas donde participa la
enzima B-Galsil en la formacién de ceramida a partir de galactosilceramida y de esfingosina a partir de psicosina. Tomado

v modificado de King W.,,2009 (7).
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En relaciéon a los aspectos moleculares la B-Galsil es
codificada por el gen GALC (GALC; MIM# 606890)
(8) que se encuentra ubicado en el cromosoma 14 en
la posicién q24.3-q32.1 (9) y tiene un tamario de 3795
pb, estd formado por 17 exones y 16 intrones (10).
La enzima esta constituida por 669 aminoacidos con
seis sitios potenciales de glucosilacién en el aminoacido
asparagina (11). La proteina precursora tiene un
tamano entre 80-85 kD y estd conformada por dos
subunidades de 30 kD vy otra de 50-52 kD. (12). El
gen GALC presenta una amplia variedad de mutaciones
y polimorfismos entre las cuales se encuentran la
delecién de 30 kb ubicada en la parte media del intrén
10 (IVS10del 30Kkb), esta mutacién se ha observado
en el 45% de los pacientes afectados con enfermedad
de Krabbe de ascendencia europea y se asocia con
el fenotipo de aparicién temprana, mientras que la
mutaciéon 809G>A esta asociada con la aparicién tardia

de la entidad (3,13).

Los aspectos clinicos de la enfermedad de Krabbe abar-
can un espectro amplio de expresiones fenotipicas; se
documentan casos de aparicién temprana caracterizada
por un deterioro neurolégico progresivo que genera la
muerte antes de los dos afios de edad; o de inicio tardio,
a finales de la nifiez, o principio de la adolescencia o adul-
tez, descrita con una lenta progresion de la enfermedad,
con pérdida de habilidades adquiridas (14).

En la forma infantil el cuadro clinico presenta tres esta-
dios. El primer estadio se observa irritabilidad, rigidez, re-
traso en el desarrollo mental y motor, fiebre sin infeccién,
hipersensibilidad auditiva, tactil y visual, llanto frecuente
sin causa aparente, vomitos y otros problemas de alimen-
tacion pueden dar lugar a la pérdida progresiva de peso.
El segundo estadio se caracteriza por una rapida y severo
deterioro psicomotor, hipertonicidad, v atrofia 6ptica, en
el dltimo estadio el nifio es ciego, sordo vy el dafio neuro-
légico catastréfico (14).

En las formas de inicio tardio, los fenotipos pueden di-
ferir considerablemente entre los individuos, pero se ha
observado pérdida de la visién con hemiparesia, ataxia
y regresion psicomotora. La mayoria de los nifios con la
forma juvenil mostraron un deterioro rapido inicial se-
guido de una progresién mas gradual que dura por afios
(14,15). Siguiendo este tltimo aspecto, un estudio en
New York con 122 pacientes con EK encontré que 62%
presentaban una manifestacion infantil temprana, 10%
entre los 7 a 10 meses, 22% de 13 meses a 10 afios y
un 5% entre la etapa de la adolescencia y adultez (15).
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Con respecto a la incidencia de la EK, se ha reportado para
Estados Unidos y Europa una frecuencia de 1:100000
recién nacidos, pero estudios recientes han demostrado
valores mayores de 1:22.000 aproximadamente en New
York (16). En América Latina no se conoce la incidencia
real de esta enfermedad, ni estudios que reporten valores
de referencia de actividad para la enzima afectada, sin
embargo se ha documentado un reporte de caso en
México donde se realiz6 el diagnostico de un paciente EK
por microscopia transmision electrénica (17) y un tamizaje
de alto riesgo en Brasil, para 10,000 individuos con
sospecha de un error innato del metabolismo y donde se
hallaron 13 pacientes con deficiencia de f-Galsil (18).

La situacién en Colombia es méas compleja, dado que
estos desordenes no son estudiados bajo programas de
pesquisa estatal, sino estrictamente bajo sospecha clinica,
lo que conlleva a diagnésticos tardios, dando lugar a que
un buen nimero de individuos mueran sin el beneficio
del diagnéstico y sin que las familias afectadas tengan la
posibilidad de una asesoria genética adecuada.

Se presenta entonces a la comunidad cientifica un estu-
dio de valores de referencia en poblacién control colom-
biana para la actividad leucocitaria de B-Galsil usando
dos protocolos de valoracién enzimética y la aplicacién
de dicha metodologia estandarizada a una poblacién de
alto riesgo para enfermedad neurodegenerativa de posi-
ble etiologia lisosomal.

Materiales y métodos
Muestreo

Esta investigaciéon estd acorde a la resolucién 8430 de
1993 del Ministerio de Salud de Colombia e involucro un
total de 259 muestras (Periodo: 2010 -2016), de las cua-
les 110 fueron individuos Control y 149 pacientes con
Compromiso Neurodegenerativo (CND), de estos tltimos
en el 63 % (n=94) se reportd al laboratorio compromiso
de la sustancia blanca, valorado por resonancia magnéti-
ca nuclear y en un 20 % (n=30) se informé estudios de
velocidades de conduccién nerviosa anormal (Lento). En
el 17 % restante de las remisiones (n=25) no se recibi6é
informacién relevante para la enfermedad en estudio. Las
edades de controles y pacientes fueron de 3 meses a 64
anos, sin embargo, el 80 % de la poblacién en tamizaje
para EK eran menores de 10 afios.

Los especimenes recolectados fueron utilizados para es-
tablecer la actividad enzimatica de la B-Gasil por dos mé-
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todos de punto final (colorimétrico y fluorométrico). Los
analisis fueron ordenados por médicos pediatras, neur6-
logos y neuropediatras de diversas regiones del pais al
Centro de Investigaciones en Bioquimica, de la Universi-

dad de los Andes.
Muestras

Los estudios enzimaéticos involucraron de 8 a 10 ml de
sangre total en tubos que fueron recolectados en 2 ml de
dextran-heparina. Los procedimientos de aislamiento y li-
sis leucocitaria, siguieron los procedimientos reportados
por Shapira et al 1989 (19). La valoracién proteica de
lisado leucocitario fue llevado a cabo mediante el método
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific No. 23225 (20).

Actividad Enzimdtica de B-Galsil por el método
colorimétrico

Preparacion de sustrato

Para la medicién de la actividad de B-Galsil por el méto-
do colorimétrico se uso el sustrato acido w-2,4,6- trini-
trofenil aminoladrico galactosil esfingosina (TNPAL-Ga-
lactocerebrosida Sigma T0764), el cual fue elaborado
utilizando el método reportado por Besley et al, 1981 a
partir de 5 mg de TNPAL-galactocerebrosido en 2,5 ml
de solucién cloroformo-metanol 2:1, este fue mezclado
con 5 ml taurocolato de sodio 5 g/L (Sigma T0875) vy
300 pl acido Oleico 10 g/L (Sigma O1008). Se elabo-
raron alicuotas 165 pl en tubos eppendorf de 1. 5 mly
se llevaron a evaporaciéon a 37 °C con corriente de nitr6-
geno gaseoso, el sustrato final fue almacenado a -20 °C.
En el momento de realizar el procedimiento analitico, el
sustrato TNPAL-galactocerebrosido fue resuspendido en

210 pl de buffer de citrato-fosfato 0,5 mol/L pH 4,5.

Actividad enzimadtica

El producto de la lisis del extracto leucocitario se diluyd
a una concentracion final de proteina > 60 mg/dL en
un volumen final de 180 pL en un tubo de 0.5 ml.
De ésta dilucién se tomaron 50 pL y se adicioné por
duplicado a tubos de 1.5 ml y luego se agregaron 40
ul de sustrato TNPAL-Galactocerebrosido 0,74 mM en
forma respectiva, el blanco de reactivo fue procesado
de igual manera excepto que no contenia muestra, esta
fue adicionada después de agregar la solucién de parada.
Todos los tubos fueron incubados por 18 horas a 37°C.
Terminada la reaccién se agregé de forma secuencial:

Analisis de la B-galactosilceramidasa leucocitaria

750 ul de Isopropanol/heptano/H,SO, 1N (40/10/1
v/v/v), 450 ul Heptano y 400 pl agua destilada ultrapu-
ra, la mezcla se agité suavemente mediante vortex y se
centrifugé a 1000 g o 3500 rpm por 5 min. Finalmente
de éste tltimo sobrenadante se tomé 600 pl y se leyé la
absorbancia a 330 nm en un espectrofotémetro Biomate

3 (21,22).

Actividad Enzimadtica de B-Galsil por el método
fluorométrico

Preparacion de sustrato

En este método se usé como sustrato 6-Hexadecanoil
amino 4-metilumbeliferil -D-galactosido (HMU-BGal) de
Moscerdam Substrates, el cual fue elaborado a partir de
7,5 mg de HMU-BGal en 14,1 ml de solucién clorofor-
mo-metanol 2:1, este fue mezclado con 3,18 ml tauro-
colato de sodio 30 g/L vy 4,75 ml acido oleico 6 g/L. Se
elaboraron alicuotas del sustrato de 210 pl, luego cada
tubo se evapord a sequedad a 37 °C con corriente de
nitrégeno gaseoso y fueron almacenados a -20 °C hasta
Su uso.

Para el procedimiento de la determinacién de actividad
enzimatica, el sustrato HMU-BGal previamente llevado
a sequedad fue resuspendido con 210 pl de Buffer de
citrato-fosfato 0,25 mol/L pH 5,2.

Actividad enzimadtica

El extracto de leucocitos sometido a lisis fue ajustado a una
concentracion de proteina = 10mg/dL en un volumen fi-
nal de 120 pL. De éste tltimo se tomaron por duplicado
50 pl muestra y a cada uno de los tubos se le adicioné 21
pl de sustrato HMU-BGal 0,040 mM, llevando a incuba-
cién por 18 horas a 37°C. El blanco fue tratado de igual
manera excepto que la enzima fue agregada después de
parada la reaccién. Finalizada la incubacién a la reacciéon
se le agrego 650 pl Glicina-carbonato pH10 para detener
el proceso, ésta Gltima mezcla fue pasada a tubos de bo-
rosilicato y se midi6 su fluorescencia a 360 nm excitacién y
450 nm emision en un Fluorémetro SequoiaTurner 450
(21,23). (Figura 2) Como enzima control se realizé un en-
sayo enzimatico para la B-Galactosidasa cuya deficiencia
esta relacionada con la enfermedad Mucopolisacaridosis
tipo IVB y Gangliosidosis GM,, para lo cual se utilizé la
técnica fluorométrica reportada por Shapira (24) y Modi-
ficada por Uribe y colbs (25,26).Curva de calibracién
con 4-Methylumbelliferona (4-MU)* *
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Figura 2. Reacciones de los sustratos frente a la B-Galsil. A. El sustrato TNPAL-Galactocerebrosido es hidrolizado en
Galactocerebrosido de color amarillo y dcido trinitrofenilaminolaurico cuya magnitud mdxima de absorcién a los 330nm.
B. El Sustrato HMU-BGal, que se hidroliza en galactosa y 6-hexadecanoylamino-4-Metilumbeliferil un marcador fluorogé-

nico (Excitacion Mdxima: 360 nm — Emision Maxima: 450 nm)

Curva de calibracién con 4-Methylumbelliferona

(4-MU)* *

A partir de un estandar de 4-MU (22,5 mg /10 ml Gli-
cina-carbonato 0,17 M pH 10, se elabordé una curva
de calibracién con un rango de concentraciones entre
5.675 -0.011 nmol/100 pl para la determinacién de
la actividad enzimética de B-Galactosidasa vy B-Galsil.
(** Material provisto por Sigma (St. Louis, MO, USA).

Anadlisis estadistico

La estadistica descriptiva y representacién grafica de
los datos fue realizada mediante el paquete estadistico
Statistix® 9 provisto por Analytical Software. Se apli-
¢6 la prueba no paramétrica Shapiro-Wilk para valorar
la distribucién de los grupos control. El punto de corte
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entre deficientes y controles fue establecido mediante el
analisis de Curvas ROC (Receiver operating Characte-

ristics) (27,28).

Resultados

Para las 110 muestras analizadas del grupo control se
hallé un rango de actividad en la enzima B-Galsil de 2.04
— 9,28 nmol/mgprot/h (Media: 3,86) por el método
colorimétrico y de 0,3 — 3,28 nmol/mgprot/h (Media:
1,14) en el método fluorométrico. En el grupo en re-
misién (n=149), se encontrdé un paciente con EK con
actividades de 1,85 nmol/mgprot/h por la técnica co-
lorimétrica y de 0,030 nmol/mgprot/h por la técnica
fluorométrica, hallazgos compatibles con enfermedad de
Krabbe. (Tabla 1 y Figura 3).
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Tabla 1. Valores de Referencia de B-Galactosilceramidasa **
*#* El andlisis descriptivo se hizo en el programa Statistix® 9, Afectados Infantiles y 2Afectados Adultos

Anélisis de la B-galactosilceramidasa leucocitaria

Actividad Enzimatica en nmolimg proteinafora
TECHICA EDAD Referencis
Muestra  Miwma Mizma Meda S0 Lileatea
Imeses - 64 afios  Conlroles 204 gX 388 147
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Figura 3. Actividad Enzimdtica de B-Galsil. Graficas A/B. Se Observa el comportamiento de la actividad de la B-Gasil
en Poblacién control y pacientes remitido por compromiso Neurodegenerativo, contrastando con el unico paciente con de-
ficiencia para la Enzima. Grafica C. Representa la actividad de la enzima B-Galactosidasa de grupo CND, que se encuentra

dentro de limite de referencia para Colombia (80 -557 nmol/mg proteina/Hora).
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A manera de control de procedimiento experimental,
el paciente con actividad deficiente para B-Galsil (0,034
nmol/mgprot/h), fue valorado para la enzima Arilsufa-
tasa A (ASA), una proteina catalitica involucrada en el
metabolismo de los esfingolipidos cuya deficiencia esta
relacionada a otra enfermedad degenerativa de sustancia
blanca, documentada como Leucodistrofia Metacroma-
tica (Figura 1). Los resultados obtenidos son normales
para este agente enzimatico y consistentemente deficien-
tes para la alteracién metabélica en estudio. (Tabla 2).

Con el fin de garantizar la calidad de todas las muestras
procesadas (Casos y Controles) se cuantifico la actividad
lisosomal de la B-galactosidasa, encontrandose 146 pa-
cientes dentro del limite de referencia reportado para Co-
lombia, 80-557 nmol/mgprot/h (26,29), tres casos mos-
traron deficiencia de causa genética de la enzima control,
no incluidos en la graficacion. Para las curvas de calibra-
cién de 4MU se obtuvo un coeficiente de correlacién (r?)

de 0,997 con un coeficiente de variabilidad de 1,8%.

Enzimas Control

Enzima B-Galactosilceramidasa
nmol/mg prot/h

B-Galactosidasa Arilsulfatasa A
(Fluorométrica) (Colorimétrica) Colorimétrica Fluoromeétrica
nmol/mg prot/h nmol/mg prot/h
d Valores 80 - 557 > 100 2.02 - 14.93 0,30 - 3,93
e referencia
Paciente con EK 82,0 106,7 1,85 0,034

Tabla 2. Actividad del Paciente con baja actividad de B-Galsil

Discusion y conclusiones

El tamizaje involucré 149 pacientes que evidenciaron un
cuadro de regresion neurolégica y compromiso de sus-
tancia blanca fundamentalmente, el 80 % de las remi-
siones se orientaban a la busqueda de formas infantiles
tempranas o tardias de esfingolipidosis (Ver Figura 4).

A partir de este grupo de riesgo, se logré identificar un
individuo afectado con Enfermedad de Krabbe que ex-
presa una actividad residual para B-Galsil de 3%, valor
calculado a partir de la mediana de los valores para po-
blacién control del método fluorescente. En contraste la
técnica colorimétrica no fue discriminante debido a que
el valor de actividad es muy cercano al limite inferior del
valor de referencia (Tabla 2) y adicionalmente se encon-
traron falsos positivos, relacionados a individuos afecta-
dos por otras enfermedades de depésito lisosomal (v. gr.
Enfermedad de Gaucher) (Tabla 3).
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El estudio permiti6 establecer un valor preliminar de pre-
valencia de 1/149 en la poblacién analizada para enfer-
medad de Krabbe, sin embargo, es necesario ampliar el
tamafno de la muestra para establecer la verdadera fre-
cuencia de esta enfermedad en Colombia.

Con respecto a los valores de referencia encontrados
para las 110 muestras control en la técnica colorimétrica
se ubicé de 2.04 a 9.28 nmol/mgprot/h en leucocitos,
los cuales presentaron ligeras diferencias de actividad con
relacién al estudio realizado por Svennerholm en 1981
en Suecia (30), el cual reporté actividades en un rango
de 3.7-10.33 nmol/mgprot/h, esto se debe a que se us6
un sustrato colorimétrico y una muestra poblacional dife-
rente que explica las variaciones en la actividad enzima-
tica. En comparacién la técnica fluorométrica presenté
una concordancia con los valores reportados por Wieder-

schain en 1992 (Tabla 1) (23).
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Figura 4. Poblacién remitida a estudio para B-Galactosilceramidasa (%). Se observa la distribucién de la poblacién remitida
a estudio agrupada en grupos de edad que se asocian a fenotipos reportados de la enfermedad de Krabbe.

Un hallazgo de gran relevancia se encontrd al realizar
un experimento alterno, que consistié en incluir indivi-
duos con sospecha de enfermedad de Gaucher (n=13)
con el fin de explorar el comportamiento enzimatico
de pacientes afectados en la misma ruta metabélica
de los esfingolipidos donde opera B Galsil, usando el
sustrato TNPAL-galactosilcerebrosido (método colori-
métrico). Los resultados mostraron una baja actividad
para la enzima en 4 muestras donde se esperaba una
actividad normal. (Tabla 3) De estos individuos tres

fueron diagnosticados con la enfermedad de Gaucher
al demostrase la deficiencia de B-glucosidasa, mientras
que la actividad B-Galsil con substrato fluorométrico
fue normal. Este ultimo resultado permite proponer
que el substrato colorimétrico no es especifico y que
la actividad obtenida puede ser debida a que esté in-
volucrada mas de una enzima de la ruta de los esfin-
golipidos, aspecto que explicaria por qué en el caso
detectado para EK no se evidencié mayor diferencia
entre el paciente y los controles normales.
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Tabla 3. Comparacién resultados entre B-Galsil (técnica colorimétrica) v resultados pacientes en estudio para B-Glucosidasa.

Individuos Técnica Colorimétrica (nmol/mgprot/hora) Resultados Resultados
VR: 2,04 - 9,28 B-Galsil B-Glucosidasa **
1 2,99 Normal Normal
2 3,28 Normal Normal
3 0,53 ¢Afectado? Afectado!
4 5,39 Normal Normal
5 2,89 Normal Normal
6 3,00 Normal Normal
7 0,81 ¢ Afectado? Afectado!
8 1,26 ¢ Afectado? Afectado!
9 1,55 Afectado *** Normal
10 4.39 Normal Afectado!
11 2,33 Normal Normal
12 3,02 Normal Normal
13 2,08 Normal Afectado!

** La B-Glucosidasa se encuentra deficiente en la enfermedad de Gaucher y pertenece a la ruta metabdlica de
los esfingolipidos. 'Paciente con deficiencia de B-Glucosidasa.

*** Paciente con hallazgos sugerentes de Enfermedad de Niemann-Pick.

Otra observacién importante encontrada dentro del gru-
po de pacientes tamizados, esta relacionada a la detec-
cién de otros desordenes del metabolismo de los esfin-
golipidos, en razén a que las enzimas control utilizadas
pertenecen también a la secuencia metabdlica en la que
participa B-Galsil y cuya deficiencia se relaciona a cua-
dros clinicos neurodegenerativos. Bajo este aspecto el
estudio evidencié 2 casos de Gangliosidosis GM1 (De-
ficiencia de B-Galactosidasa) y 4 casos de Leucodistrofia
Metacromatica (Deficiencia de Arilsufatasa A).

Sin embargo, es conveniente indicar la sospecha tardia
de estas anormalidades metabdlicas, dado que menos del
9 % de la poblacién de pacientes remitido correspondia
a variantes de presentacién temprana, de hecho el caso
detectado corresponde a un infante de sexo masculino
de 9 afios de edad, producto de primer embarazo, cuyo
diagnostico enzimatico se hace en la fase terminal de la
enfermedad, un hallazgo que no difiere de las otras alte-
raciones de curso degenerativo detectadas por el estudio
(n=6), cuyos pacientes estaban en un rango de 0,5 a 30
afios (El registro, solo muestra un caso con sospecha
clinica temprana que es diagnosticado a los seis meses de

vida) (31) (Tabla 4).
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Finalmente, en lo referente a las metodologias analiticas
los resultados muestran que el método fluorométrico tie-
ne una alta especificidad para la valoracion de la actividad
de B-Galsil, lo que es adecuado para la implementacién
de proyectos futuros de tamizaje de alto riesgo en indi-
viduos que presentan compromiso neurodegenerativo de
sustancia blanca, aspecto que ofrece la posibilidad de un
diagnéstico temprano de la enfermedad de Krabbe en
Colombia, hecho que permitird acceder a un manejo mé-
dico oportuno mejorando la calidad de vida del paciente
y de la familia.

Este ultimo aspecto sera muy importante a futuro, dado
que se ha reportado que el trasplante de medula 6sea
o de células madre hematopoyéticas, puede retrasar el
curso natural de la enfermedad en casos de presentacio-
nes infantiles tempranas con deteccién precoz o formas
adultas leves (32). Igualmente, se ha documentado el
desarrollo de la terapia de reemplazo enzimético que en
su etapa pre-clinica, ha mostrado resultados muy alen-
tadores en lo referente a la mielinizacion de cerebro y
medula espinal, al igual que la experimentacién en mo-
delos animales con terapia de reduccién de substrato que
podrian ser aplicados a mediano plazo. (33 - 36).
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Tabla 4. Pacientes con otros desordenes neurodegenerativos de causa metabélica detectados en el tamizaje.

Actividad enzimatica (nmol/mg de Proteina/Hora)

Enzima Arilsulfatasa A B-Galactosidasa B-Galsil * Hexosaminidasa Total
Valor de Referencia =100 80 - 557 0,30 - 3,93 680 - 2100 **
CNDpP=cente(Edad)
12286 (30 afos) 6,6 305,8 1,20 751,2
17344 (6 afos) 12,8 183,8 1,40 1058,5
12112 (2,5 afios) 117,3 3,2 1,13 1468,1
14900 (1,5 anos) 138,4 3,5 0,84 1029,4
10881 (5 afios) 2,6 304,2 0,82 763,9
21026 (0,5 anos) 32,1 138,1 1,70 722,8

* Técnica Fluorométrica

** Se evaltuia Hexosaminidasa total como otra enzima control para descartar que los resultados para b-Galacto-

sidasa sean causados por deterioro de la muestra. El método corresponde a técnica fluorométrica reportada por
Shapira (24) y los Valores de Referencia corresponden al estudio de Argumedo, N., & Uribe, J. A., 2012. (31)

(Krabbe disease). En: Valle D, Beaudet A, Vogelstein B,
Kinzler K, Antonarakis SE, Ballabio An Editors the Met-
abolic and Molecular Basic of Inherited Disease 8th New

York: McGraw-Hill, 2001, p. 3669 - 3694.

Conflicto de Intereses

Los autores del presente trabajo declaran no tener nin-
gun tipo de conflicto de intereses que invalide la presente

investigacion 4. Barone R, Briihl K, Stoeter P, Fiumara A, Pavone L,
Beck M. Clinical and Neuroradiological Findings in Clas-
Agradecimientos sic Infantile and Late-Onset Globoid-Cell Leukodystrophy

(Krabbe Disease). Am J Med Genet., 1996; (63):209-11.
Giri S, Khan M, Rattan R, Singh I, Singh AK. Krabbe
disease: psychosine-mediated activation of phospholipase
A2 in oligodendrocyte cell death. J Lipid Res., 2006;
(47):1478 - 92.

Los autores desean expresar su agradecimiento a las Di- 5.
rectivas de la Facultad de Ciencias y el Departamento de
Ciencias Biolégicas de la Universidad de los Andes, por
el apoyo brindado a través de los Proyectos Semilla, para

la viabilidad de esta investigacion. 6. Suzuki K, Suzuki Y. Globoid Cell Leucodystrophy (Krab-
be’s Disease). Deficiency of Galactocerebroside B-Galac-
Referencias tosidase. Proc Natll Acad Sci., 1970; (66):302-9.

7.  King MW. The Medical Biochemistry [on line] 2012. Avi-

Schomburg I, Chang A, Schomburg D. Brenda, enzyme
data and metabolic information. Nucleic Acids Res.,
2002; (30):47-9

Scheer M, Grote A, Chang A, Schomburg I, Munaretto
C, Rother M, Séhngen C, Stelzer M, Thiele J, Schomburg
D. Brenda, the enzyme information system in 2011. Nu-
cleic Acids Res., 2011; (39):670-76.

Wenger, D. A., Suzuki, K., Suzuki, Y., and Suzuki, K.
Galactosylceramide lipidosis: Globoid cell leukodystrophy

alable in http://themedicalbiochemistrypage.org/index.
php

Tappino B, Biacheri R, Mort M, Regis S, Corsolini F, Ros-
si A, Stroppiano M, Lualdi S, Fiumara A, Bembi B, Di
Rocco M, Cooper D, Filocamo M. Identification and char-
acterization of 15 Novel GALC gene mutations causing
Krabbe Disease. Hum Mutat., 2010; (31): E1894-E1915.
Ochimann, Ralph, Zlotogora, Joel, Wenger, David A.,
Knowlton, Robert G Localization of the Krabbe Disease

17




Jay L, Uribe A, Avala A.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

18

Gene (GALC) on chromosome 14 by Multipoint linkage
analysis. Am J Hum Genet., 1993; (53):1250-55.

Luzi P, Rafi MA, Wenger DA. Structure and organization
of the human galactocerebrosidase (GALC) gene. Geno-
mics., 1995; (26);407-09.

Sakai N, Inui K, Fujii N, Fukushima H, Nishimoto J, Yan-
agihara I, Isegawa Y, Iwamatsu A, Okada S. Krabbe dis-
ease: isolation and characterization of a full-length cDNA
for human galactocerebrosidase. Biochem Biophys Res
Commun., 1994; (198):485-91.

Chen YQ, Rafi MA, De Gala G, Wenger DA. Cloning and
expression of cDNA encoding human galactocerebrosi-
dase, the enzyme deficient in globoid cell leukodystrophy.
Hum Mol Genet., 1993; (2):1841-45.

Luzi P, Rafi MA, Wenger DA. Multiple mutations in the
GALC gene in a patient with adult-onset Krabbe disease.
Ann Neurol., 1996; (40):116-19.

Wenger D. Krabbe Disease En Associate editors Pagon
RA, Bird TD, Dolan C, Stephens K, and Adam M. Ge-
neReviews [on line] University of Washington (WA) Seat-
tle, 2011. Avialable in www.ncbi.nlm.nih.gov

Duffner PK, Barczykowski A, Kay D, Jalal K, Yan L, Ab-
delhalim A, Gill S, Gill AL, Carter R. Later Onset Pheno-
types of Krabbe Disease: Results of the World-Wide Reg-
istry. Pediatric Neurology., 2012; (46):298 - 306.
Duffner PK, Caggana M, Orsini J, Wenger D, Patterson
MC, Crosley CJ, y Others. Newborn Screening for Krab-
be Disease: the New York State Model. Pediatr Neurol.,
2009; (40):245-52.

Villegas H, Hernandez A, Peralta S. Vasquez y Reyes B.
Diagnéstico de leucodistrofia de Krabbe por microscopia
electrénica de transmisién. Informe de un paciente. Cir
Ciryj., 2006; (74):477-81.

Coelho J.C., Waner M., Burin M.G., Vargas C.R., Giug-
liani R. Selective screening of 10.000 high-risk Brazilian
patients for the detection of inborn errors of metabolism.
Eur J Pediatr., 1997; (156):650-4.

Shapira E, Blitzer MG, Miller JB, Africk DK. Biochemical
Genetics. A laboratory manual. New York, Oxford Uni-
versity Press, 1989.

Smith P. K., Krohn, R. I., Hermanson, G. T., Mallia, A.
K., Gartner, F. H., Frovenzano, M. D., Fujimoto, E. K.,
Goeke, N. M., Olson, B. J. y. Klenk, D. C Measurement
of Protein Using Bicinchoninic Acid. Annal Biochem.,
1985; (150): 76-85.

Besley G, Gatt S. Spectrophotometric and fluorimetric
assays of galactocerebrosidase activity, their use in the
diagnosis of Krabbe’s disease. Clin Chimi Acta., 1981;
(110):19-26.

Giles L., Cooper A., Fowler B., Sardharwalla I. B., Don-
nai P Krabbe Disease: First Trimester Diagnoss confirmed

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

on cultured amniotic fluid cells and fetal tissues. Prenat
Diagn., 1987; (7):329-32.

Wiederschain, G., Raghavan, S. v Kolodny, E Charac-
terization of 6-hexadecanoylamino-4-methylumbellifer-
yl-D-galactopyranoside as fluorogenic substrate of galac-
tocerebrosidase for the diagnosis of Krabbe disease. Clin
Chim Acta., 1992; (205):87-96.

Shapira C, Beaudet A, Sly W, Valle D. The metabolic and
molecular bases of inherited disease. 7th edition McGraw
Hill 1995; p.2465-94.

Uribe A. Estudio Bioquimico de los desérdenes del meta-
bolismo de los mucopolisacéridos en Colombia. [diseer-
tation] Bogotéd - Colombia: Universidad de los Andes.,
2002; p.125-127.

Uribe, A., Ayala, A., Espana, M., Arevalo, 1., Pacheco,
N., & Garcia, L. M. J. B-Galactosidase Deficiency in
Colombia: Report of 20 Patients Detected Using Dried
Blood Spot Samples. Journal of Inborn Errors of Meta-
bolism and Screening., 2015;(3):3- 4

Moses LE, Shapiro D, Littenberg B. Combining indepen-
dent studies of a diagnostic test into a summary ROC
curve: Data-analytic approaches and some additional
considerations. Stat Med., 1993; (12):1293 - 1316.
Burguefio MJ, Garcia-Bastos JL., Gonzalez-Buitrago JM.
Las curvas ROC en la evaluacion de las pruebas diagnos-
ticas. Med Clin (Brac)., 1995; (104):661-70.

Uribe A., Espinosa E., Echeverry O., Solano M., Espafia
M., Ayala A. Tamizaje para enfermedades neurodegene-
rativas. Resultados de cuatro afios de Investigacién. Acta
Neurol Colomb., 2002, (18):3-17.

Svennerholm L, Vanier MT, Hakansson G, Méansson JE.
Use of Leukocytes in Diagnosis of Krabbe disease and
detection of carriers. Clin Chim Acta., 1981; (112):333-
42.

Argumedo, N., Uribe, A. Leukocytary Hexosaminidase
Valoration: A Study in Control Population and Individu-
als with Neurodegenerative Illnesses. Molecular Genetics
and Metabolism., 2012; 105(2), S18.

Krivit W, Shapiro EG, Peters C, Wagner JE, Cornu G,
Kurtzberg J, Wenger DA, Kolodny EH. Hematopoietic
stem-cell transplantation in globoid-cell leukodystro-
phy. The New England Journal of Medicine., 1998;
(338):1119 - 26.

Neri M, Ricca A, Di Girolamo I, Alcala B, Cavazzini FC,
Orlacchio A, Martino S. Naldini L, Gritti A. Neural Stem
Cell Gene Therapy Ameliorates Pathology and Function.
Stem Cells., 2011; (29):1559 - 71.

Kondo, Y., Wenger, David A., Gallo, V., y. Duncan, lan D
Galactocerebrosidase deficient oligodendrocytes maintain
stable central myelin by exogenous replacement of the
missing enzyme in mice. PNAS., 2005; (102):18670 -5.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov

REVISTA flfet 25(1): 2017

35. Biswas, Sangita; Le Vine, Steven M. Substrate-reduction
therapy enhances the benefits of bone marrow transplan-
tation in young mice with globoid cell leukodystrophy.
Pediatric research., 2002; 51(1):40-47.

36. Hawkins-Salsbury, J. A., Shea, L., Jiang, X., Hunter, D.

Analisis de la B-galactosilceramidasa leucocitaria

A., Guzman, A. M., Reddy, A. S., ... & Sands, M. S.
Mechanism-based combination treatment dramatically
increases therapeutic efficacy in murine globoid cell leu-
kodystrophy. Journal of Neuroscience., 2015; 35 (16),
6495-6505.

19




	_ENREF_3
	_ENREF_4
	_ENREF_6
	_ENREF_7
	_ENREF_28

